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   With a focus on the root apex of new tooth formation in lower incisors and the spe-
cific cellular environment necessary for this formation, termed the niche, we investi-
gated the histomorphological changes of mandibles of male Wistar rats, in which erup-
tion of incisors is suppressed by implant placement. Although deformation of 
laminin-positive epithelial sheaths occurred 2 weeks after placement, it was partially 
recovered at the 8th week. The maximum bone thickness was observed at the 2nd week, 
and then the thickness gradually decreased until the 16th week. The production of anti-
TIMP positive cells reached its peak at the 2nd week and then declined. The production 
of anti-PCNA positive cells also peaked at the 2nd week. It was suggested that TIMP is 
involved in bone formation as a growth factor of osteoclasts and osteoblasts.






る2,3)。しか し,顎骨発育中の インプラン ト埋入は
成人以降の骨格 に影響 を及ぼすといわれており4),
森蔭 ら5),岩坪 ら6)は常生歯であるラッ ト下顎切
歯へのインプラン ト埋入がラッ ト下顎切歯の萌出
を抑制 し,下顎骨体部の形態変化 と幅径の増加を






細胞が歯根部において絶 えず増殖,分 化す ること
でエナメル質,象牙質 を形成 し続けている7)。げっ
歯類における切歯形成端の中央には球状の構造体
で あるapical　budが存在 し,組 織学 的には内外
のエナメル上皮から続 く上皮領域 と上皮に接する
間葉組織 か ら形 成 され てい る7～9)。apicalbudは,
幹 細胞nicheと呼 ばれ る未 分化性 を維 持で きる微
細環 境 に取 り囲 まれて お り,ラ ッ ト切歯 は生 涯 そ
の部分 でエナ メル質 お よび 象牙質 の形 成 を行 うこ
とがで き る。 この微 細環境 は分化 の方向性 の決定
に重要 な役割 を果た していると考 えられている7,9,1°)。
これ まで の研究 に よ りapicalbudと周 囲 の 問葉
組織 は特 異的 なシグナル を発現す ることが明 らか
となってい るが,幹 細胞研 究 におけ る問題 点 と し
て,組 織 内 にその存 在 を示 す特異 的な マーカ ーが
存在 しない ことが挙 げ られ る9)。
一方,1amininとTissueInhibitorsofMetailoI
proteinase(以下TIMP)は 上皮 一間葉接合部で発
現す る11)。lamininは基底 膜の構成 成分で,形 態形
成,成 長,細 胞付着に関与 する物質で あり,上 皮鞘
では象牙 芽細胞 の分化 や歯根 形態 形成 に深 く関与
している。TIMPは歯胚の形成時 に細胞外基 質の リ
モ デ リン グ に 関 わ るmatrixmetalloproteinases
(以下MMP)の イ ン ヒビター と しての作用 を持
つ タ ンパ ク質 ファ ミリーで あ る。 また,TIMPは
MMPを 阻害 す る以外 に細 胞増 殖や細 胞分 化 アポ
トーシスな どの作 用 に も関与 してい る12,13)。TIMP
フ ァ ミリーの うち,TIMP-1は 発生初 期 か ら歯
胚基 底膜 やapicalbudが存 在 す る上 皮-間 葉 接
合 部 に認め られ,歯 牙発生 に おけ るエ ナメル器の
形成 に関わ る とされ てい る。 またTIMP-2は 切
歯基 底膜 やapicaibudに観 察 され 血管 内皮細 胞
や コ ラーゲ ンのよ うな細胞 外基質 に関与 してい る。
TIMP-3はapicalbudを囲 む問葉細胞 に発現 し,
歯 の幹細胞 との 関与が示 唆 されて お り,TIMPの
独立 した機 能で ある と言 われて い る13>。さらに増
殖細 胞 核 抗原 抗 体 と呼 ば れ るProμiferatingCeμl
Nuclear抗原(以 下PCNA)は,細 胞 周 期 の 中
でDNA合 成 期で あるS期 の細胞核 で最大 に発現
し,細 胞 周期 にあ る細胞 を同定す るための有用 な
マ ーカー と して幅広 く使 用 され てい る14・15)。
そ こで本研究 では ラ ッ ト下顎切 歯 を根未 完成歯
の モデル と して,イ ンプ ラン ト埋 入 によ る萌出抑
制 が歯 の形成端 とその周 囲組織 に与 える影響 を検
索す る ことを 目的 に,病 理組織学 的検討 な らび に
laminin,TIMP,およびPCNAの 免疫 組織 学 的
検討 を行 った。
材料と方法
1.動 物 実 験
実験 動物 は雄性Wistar系ラ ッ ト(日 本 クレア
社)で8～10週 齢,体 重260～330g,20匹を用 い
た。購 入後 は,奥 羽大学動物 実験研究施 設(室 温
23℃,湿 度65%)で 水 道水 と実験 動 物 用 固形飼
料(オ リエ ン タル社)を1週 間以上 自由 に与 え飼
育 した。なお,実 験 は奥羽 大学動物実験 委員会 の
承認 を得て奥羽大 学動物実験 規定 を遵守 して行 っ
た(動 物 実験許可 番号:第2014-26号)。
2.実 験 方 法
実験 はエ チル エ ー テル(ジ エ チル エ ー テルL),
和 光純 薬)を 吸入 後,ハ ロ タン(フ ロー セ ンR,
武 田薬 品工業株式 会社)に よ る全 身麻 酔下 に行っ
た。 オ トガイ下 部か ら舌骨 部 まで剃毛 し,消 毒 後,
同部 皮下 に ア ドレナ リン1/80,000含有2%リ ドカ
イン(キ シロカ イン⑪,ア ス トラゼ ネカ株 式会社)
0.5mlの局 所麻酔 を施行 し,皮 膚 切開 を加 え骨 膜
を剥離 し下顎骨下 縁 を明示 した。 インプ ラ ン ト埋
入 は右側 下顎骨下 縁の切歯 歯頸部 か ら5mmの 位
置 と し,生 理食 塩水 注水 下 に直 径0.45mm,長さ
3-Ommのパ イ ロ ッ トバ ー(ツ イ ス ト ド リル
#CAR,直径0.45/27mm,ACEsurgicalSupply
co.,)を用 いて,下 顎下 縁 に垂 直 に ドリリ ング
(6000rpm/sec)した(図1)。 次 いで,直径0.7mm,
長 さ3.Ommのチ タ ン製bonetackインフ°ラン ト
(ボ ー ン タ ッ ク ピ ンtruscrew●3.OHD,直径
1.5mm,ACESurgicaμSupplyco.,〉を埋 入 し
た後,イ ンプラン トヘ ッ ドが骨膜 に覆われるよう
に創 を縫合 し完全閉鎖 した。左側下顎骨は未処置
のままに してcontrolとした。
3.形態組織学的観察方法
術 直 後 および術 後2,8,16週 を経過 した
ラッ ト各5匹 か ら下顎骨 を摘出 した後,室 温 の
10%中性緩衝ホル マリン液で24時間浸漬固定 し
た。試料は10%EDTA(EDTA・2NA)液(pH7.o)
に4週 間浸漬 して常温脱 灰 を行い,Phosphate　
buffered　saline(PBS)で洗浄を行った。脱灰試
料はパ ラフィン包埋 して,ラ ッ ト下顎切歯形成端
の冠状断が観察できるよう,切歯根尖部形成端の
歯軸と平行な横断面で,4μmの パ ラフィン切片
を作 製 した(図2a)。 切 片 は組織 形 態 的観 察 の
ためヘ マ トキシ リンーエオ ジ ン染色(以 下H-E)
を行い,光 学顕 微鏡(SHIMAZU） 下 に観 察 した
(図2b,c)。
4,免 疫組 織化 学 的観 察
切 片 は内因性 ペル オキ シターゼ除去の ため3%
過 酸化 水 素水(H2Ｏ2)を 室 温 で15分間作 用浸 漬
した。
ラ ッ ト下 顎 中切 歯形成 端の免疫 組織 化学 的変化






いた。laminin抗体 は,ヘ ル トヴ ィッヒ上 皮鞘 が
基底 膜 成 分 で あ る上 皮性 のlamininを産 生 して
細胞付 着形態分 化 に関与 す るこ とか ら,上 皮性 の
構 造 を 証 明 す る た め に 用 い た。TIMP抗 体 は
TIMP-1,2お よび3に み られ る器 官形 成 作 用
の 存在 を,PCNA抗 体 は増 殖 してい る細 胞 集 団
で あ るか ど うか をそれ ぞれ調 べ るた めに用 い た。
すべ ての抗体 は室温 で1時 間反応 させ た。 また抗
体 の賦 活 の た めlaminin染色 とTIMP染 色 で は








よる発色を行 った。その後,マ イヤーのヘマ トキ













び抗PCNA抗 体 陽性細胞数 はいずれ もMann-













増加 していた。術後8週 では術直後 と比較 して上
皮鞘の変形が見 られ,形 成端周囲の皮質骨が厚 く
なっていた。術後16週では上皮鞘の形態変化は



























形成端最上部の皮質骨は2週 で最 も厚 くな り,
8週,16週で徐々に薄 くなる傾 向があった。2
週および8週 はcontrolと比較 して有意差 を認め
た(図8)。
2)抗TIMP抗体陽性細胞数




PCNA陽性細胞 は,術 後2週 で最も多くなり,
















当す る領域 をapical　budと提唱 してい る。 ラッ
トの常生歯で ある上下顎切歯の萌出率は生後4～
9週 まで上昇 し,10週以後 は一定の割合 で萌出
し続け切縁における咬耗 と形成端 における細胞供
給の恒常性 を保っている16)。今回の研究ではほぼ
萌出率が一定 となった8～10週齢の ラッ ト下顎
切歯を根未完成歯のモデルとして検討を行った。
ラッ ト下顎切歯は常生歯であるため永久的に萌
出 しようとするが,イ ンプラン ト埋入 された下顎
切歯は固定により萌出が抑制 されると報告されて
いる5.6)。本研究では,萌 出が抑制 された切歯の上
皮鞘は高木 ら17）の報告と同様,術 後2週,8週 で





















い ると考 えられてい る20)。本実験の術直後では上
皮鞘やapical　budを含 む形成端 の細胞にTIMP
は陽性反応を示 したが,術 後2週,8週 では反応
は弱 く,TIMPの細胞増殖因子としての機能が萌
出抑制 により低下 していると考 えられた。PCNA




んで,切 歯の形成が継続 していると考 えられた。




は これ までに報告 されているが16,17),それ らの実
験で ラッ ト切歯の形成端が下顎骨を増大 させたと
みな され るという報告 はない。今回の実験では
ラット下顎切歯形成端周囲の皮質骨には厚みの変
化が見 られ,controlに比較 して2週 では約4倍
とな り,8週,16週と徐々に薄 くなった。また,
形成 端周 囲の骨 内 面 で は,TIMP陽性 細 胞 と
PCNA陽性細胞 が術後2週 で増加 した。骨の厚
み とTIMPおよびPCNAが 同時期に増加 してお
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